







































































 蛍光共鳴エネルギー移動 (Fluorescence resonance energy transfer, FRET)の原理に基
づくバイオセンサーは生細胞内にて分子活性の時空間動態を可視化できる点で、極めて有用なツ
ールである。なかでも 1 分子型 FRET バイオセンサーは、高感度かつ解析方法の容易さから広く




 1 分子型 FRET バイオセンサーは、その動作原理から、角度依存型と距離依存型の 2 種
類に分類される。角度依存型 FRET バイオセンサーは、ドナーおよびアクセプター蛍光タンパク












 続いて、上記の手法により最適化した PKA 活性センサーのバックボーンを既存のシグナ
ル伝達分子に対する FRET バイオセンサーに適用し、従来型からの改善がみられるか検証を行っ





 最後に、作製した ERK 活性センサーを用いることでキナーゼ阻害剤の新規評価系を開
発した。本法はこれまで試験管内にて行われてきたキナーゼ阻害剤評価を生細胞内にて定量的に






 蛍光共鳴エネルギー移動[Förster (または fluorescence) resonance energy transfer 










 蛍光タンパク質を利用した FRET バイオセンサーは 2 種類に大別される。一つは 1 分子
型 (分子内) FRET バイオセンサーであり、もう一つは 2 分子型 (分子間) FRET バイオセンサー
である 2。前者は単一分子内にドナー蛍光タンパク質およびアクセプター蛍光タンパク質を有して
おり、後者はドナーおよびアクセプター蛍光タンパク質のそれぞれに他の分子を結合させ、別々
に細胞内に発現させるものを指す。とりわけ 1 分子型 FRET バイオセンサーは S/N 比が高い、簡
単に細胞に導入できる、単純なレシオメトリーで解析可能、といった点で 2 分子型 FRET バイオ
センサーより優れており、細胞生物学の分野で幅広く用いられている 2,4。 
 このように複数の利点を持つ一方、1 分子型 FRET バイオセンサーの最大の欠点として、
その”開発および最適化が非常に困難である”ことが挙げられる。これはセンサー内のタンパク質
またはドメインの種類や配置を変える事によってバイオセンサーの立体構造が変化し、結果とし
て FRET ドナ ・ーアクセプター間の距離および相対的配向（角度）が変化することに起因する 1,5。
この理由により、相互作用し得る任意のタンパク質の組をセンサー分子内に配置しただけでは







効率の悪さが 1 分子型バイオセンサーの開発を妨げる大きな要因の一つといえる。 
 この技術的制約を克服すべく、本研究では種々のシグナル伝達分子の可視化に適用でき




した。続いて得られたバックボーンを既報の PKA、ERK、JNK、EGFR/Abl、Ras および Rac1
のバイオセンサーに適用することで、ゲインが劇的に上昇することが確認できた。また RSK、S6K、
Akt および PKC に対する新規の FRET バイオセンサーをこれまでと比較して簡便に開発するこ
とができた。最後に改良型の ERK 活性センサーの安定発現株を用いることで、種々のキナーゼ



























図 1. シアン色蛍光タンパクと黄色蛍光タンパク間の FRET およびそれに影響する因子
FRET ドナーとしてシアン色蛍光タンパク (CFP) 、FRET アクセプターとして黄色蛍








いた。黄色蛍光タンパク質 : Venus11, 円順列変異型 (cp) Venus (cp50Venus, cp157Venus, 
cp173Venus, cp195Venus, cp229Venus)5, mCitrine12,および YPet8. シアン色蛍光タンパク質: 
ECFP, CyPet8, mTFP13, mTurquoise, mTurquoise-GL13, および SECFP (ECFP の明るさを高め
た変異体。理化学研究所脳科学研究センター、宮脇敦史博士に供与して頂いた)。以上の蛍光タン
パク質をコードする cDNA を PCR により増幅し、バイオセンサー構築に用いた。なお、SECFP
は ECFP と比較して以下の変異が導入されている：K26R,D129G,N164H,および S175G. 
mTurquoise および mTurquoise-GLは T. W. J. Gadella Jr.博士 (Swammerdam 生命科学研究所, 
アムステルダム) に供与して頂いた 13。mTurquoise および mTurquoise-GL に含まれる 206 番目
の Lys 残基は 2 段階の PCR 反応により Ala に置換し、それぞれ Turquoise, Turquoise-GL とし
た 13。これら cDNA は真核生物用発現ベクターである、pCAGGS14および pPBbsr に導入した。
後者は Blasticidin S 耐性遺伝子を選択マーカーとして有している 15。クローニングに用いた制限
酵素サイトを図 2C に示している。ERK 活性センサーである EKAR16 は Addgene 
(http://www.addgene.org/) より購入した。PKA 活性センサーである AKAR317および AKAR418, 





群をコードする cDNA は制限酵素処理 cDNA 断片、もしくはアニール済み合成オリゴ DNA2 本
鎖をベクターへライゲーションすることで導入した。以下リンカーの長さを“X aa リンカー”も
しくは“(プラスミド名)-X”の表記で示す(X：リンカーを構成するアミノ酸の数)。 




CCAGCACTG-3’)をアニールさせ、続いて PKA 活性 FRET バイオセンサーの発現ベクターに導
入し pAKAR3-20 を作製することで得た。次に pAKAR3-20 を EcoRI/Aor13HI もしくは





で 52 aa リンカーを得た。このステップを繰り返すことにより、84, 116, 180, 244 aa リンカー
をそれぞれ得た。 
 本研究で作製した 116 aa リンカー (EV リンカー) を有するセリン・スレオニンキナー
ゼ FRET バイオセンサー、Eevee およびそれをコードするプラスミド pEevee は pRaichu-Ras を
基に作製した 21。pEeveeはN末端側から以下の配列を含んでいる： YPet、スペーサー (Leu-Glu)、
酵母 Rad53 の FHA1 ドメイン (aa 241-382, リガンドドメインとして使用)、スペーサー 
(Gly-Thr)、EV リンカー、スペーサー (Ser-Gly)、セリン・スレオニンキナーゼの基質配列 (セン
サードメインとして使用)、スペーサー (Gly-Gly-Arg)、ECFP、スペーサー (Ser-Arg)、および局
在化シグナル。局在化シグナルとして以下を用いた：HIV-1 rev タンパク質の核外移行シグナル
(NES) (LQLPPLERLTLD)、または SV40 large T 抗原の核内移行シグナル (NLS)  
(GGPPKKKPKVEDP) および Ki-Ras4B の C 末端ファルネシル化配列 
(KMSKDGKKKKKKSKTKCVIM)。Eevee-Akt および Eevee-PKC については YPet の N 末端に
ヒト Akt1 の PH ドメイン(aa 5-152)またはヒト PKCの C1 ドメイン (aa 5-121) をそれぞれ含
む。EKAREV では FHA1 ドメインのかわりにヒト Pin1 の WW ドメイン (aa 241-295) をリン
酸化ペプチド結合ドメインとして用いた。基質ペプチドをコードする cDNA はリン酸化をうける
残基を Thr とし、Thr から+3 の位置にあるアミノ酸を Asp に置換することで、リン酸化された
基質が FHA1 ドメインと結合するように設計した。同様に WW ドメインをリガンドドメインと
して使用する場合はリン酸化される Thr から+1 の位置にあるアミノ酸を Pro に置換した。基質
の導入は基質をコードする合成オリゴ DNA をアニールし、得られた 2 本鎖を発現ベクターとの
ライゲーションにより行った。本研究で用いた基質配列を表 2 に記載する。 
 
 PicchuEV をコードするプラスミドの作製には、リガンドドメインとしてヒト CrkII の
SH2 および SH3 ドメイン (aa 1-204) を用いた。またセンサードメインとしてヒト CrkII の部分
配列 (aa 217-225) を用いた。センサードメインの導入は CrkII (aa 217-225) をコードする DNA
配列を含むプライマーを用いて SECFP を増幅し、増幅断片を制限酵素処理に引き続くベクター
とのライゲーションにより行った。pRaichuEV-Ras および pRaichuEV-Rac1 は元のプラスミド









aEGFP との比較(EGFP: GenBank Accession number U76561) 
bS208F 変異は GFP 変異体との 2 量体化を促進する 23。 
cA206K 変異は GFP 変異体との単量体化を促進する 8。 








 HeLa 細胞はヒューマンサイエンス研究資源バンク (泉南市、大阪、日本) より購入した。
Cos-7 細胞は本研究では Y. Fukui 博士 (National Research Institute of Health, 台湾, 中国) に
よって樹立された Cos-7/E3 細胞を用いた。HeLa 細胞および Cos-7 細胞は 10%牛胎児血清を含
む DMEM 培地 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) を用いて培養した。生細胞イメージングの際に
は HeLa および Cos-7 細胞をタイプ I-C コラーゲン (Nitta Gelatin Inc., 大阪, 日本) でコートし
た 35 mm ガラス底培養皿もしくは 96 穴ガラス底プレート (Asahi Techno Glass, 東京, 日本) 
に播種し、実験に供した。FRET バイオセンサーをコードするプラスミドのトランスフェクショ
ンは HeLa 細胞の場合は 293Fectin (Invitrogen, San Diego, CA)、Cos-7 細胞の場合は
Lipofectamine2000 (Invitrogen, San Diego, CA) をそれぞれ説明書に従って用いた。上皮成長因
子 (EGF) は Sigma-Aldrich より購入した。Dibutyryl cyclic AMP (dbcAMP), TPA, Calyculin A, 
Anisomycin, PD153035,および JNK inhibitor VIII は Calbiochem (La Jolla, CA)より購入した。 
PD184352 は Toronto Research Chemicals (Ontario, Canada) より購入した。BI-D1870 は
Symansis (Shanghai, China)にて購入した。Rapamycin は LC Laboratories (Woburn, MA) に
て購入した。PLX-4720 は Selleck Chemicals (Houston, TX) で購入した。piggyBac トランスポ
ゼースの発現ベクターは Bradley 博士 (Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, UK)15に
提供して頂いた。Phos-tag は Phos-tag コンソーシアム (http://www.phos-tag.com/) より購入し
た。抗 GFP 抗血清は本研究室にて調製した。LI-COR ブロッキングバッファー、IRDye680 また





的には 50 M Phos-tag および 100 M MnCl2を SDS ポリアクリルアミド分離ゲルに加えること
でリン酸化ペプチド親和性ゲルとした。このゲルを用いて分離したタンパクを引き続くウェスタ
ンブロッティングにより解析した。蛍光標識 2 次抗体からのシグナルを Odyssey Infrared 
Imaging System (LI-COR Bioscience) により検出し、定量を行った。 
 
GTP 加水分解能の定量 
Raichu バイオセンサー内の低分子量 G タンパク質に結合している GTP および GDP を
既報に従って解析した 26。具体的には Cos-7 細胞に Raichu-Ras, RaichuEV-Ras, Raichu-Rac1 ま
たは RaichuEV-Rac1 をトランスフェクションし、36 時間後に 0.05 mCi/ml [32P] 正リン酸を含
むリン酸不含 DMEM 培地で 2 時間代謝標識した。その後 wash buffer で細胞を 2 回洗浄した後
に TritonX-100 を含む lysis buffer で細胞を可溶化した。可溶化物を遠心して上清を回収し、抗
GFP 抗血清を用いて Raichu バイオセンサーを免疫沈降した。得られた免疫沈降産物から GTP
および GDP を薄層クロマトグラフィーで分離し、32P のシグナルを BAS-1000 イメージアナライ
 -11-
ザー (富士フィルム, 東京) を用いて検出、定量した。 
 
タイムラプス FRET イメージング 
 タイムラプス FRET イメージングは基本的に既報通りの条件および方法にて取得、画像
処理を行った 27。具体的には、FRET バイオセンサーを発現する HeLa 細胞または Cos-7 細胞を
0.1%BSA を含む DMEM/F12 培地 (フェノールレッド不含) または 0.1%BSA および 20 mM 
HEPES を含む 199 培地 (フェノールレッド不含) にて血清飢餓条件においた。これらの細胞に刺
激を加え、必要があれば引き続き阻害剤を添加してイメージングを行った。イメージングには倒
立型顕微鏡(IX71 または IX81：Olympus, 東京,日本)に以下の装備を施して用いた：60 倍対物レ
ンズ (Olympus)、冷却型CCDカメラ (Cool SNAP-HQ または Cool SNAP-K4; Roper Scientific)、
LED 照明システム (CoolLED precisExcite; Molecular Device)、IX2-ZDC レーザー型自動焦点合
わせシステム (Olympus)、および MD-XY30100T-メタ電動 XY ステージ (SIGMA KOKI, 東京,
日本)。以下のフィルターセットを Omega Optical (Brattleboro, VT)より購入し、FRET および
CFP 画像取得に用いた：XF1071 (440AF21) 励起用フィルター、XF2034 (455DRLP)ダイクロイ
ックミラー、および蛍光フィルター2 種 ( (XF3075 (480AF30)：CFP 用 )および XF3079 
(535AF26)：YFP 用)。バックグラウンドの除去および、FRET/CFP 比を示す IMD (intensity 
modulated display)モード画像を MetaMorph software (Universal Imaging, West Chester, PA)
を用いて作成した。なお IMD モードでは色彩を赤から青にかけて 8 種類に分割して FRET/CFP
比を表示し、各色彩の強度により FRET チャネルと CFP チャネルの平均強度を表示している。 
 
多穴プレートを用いた FRET イメージング 
 核内移行シグナルを有する ERK 活性センサーである EKAREV-nls を Yusa らの方法に
準じて HeLa 細胞に安定発現させた 15。得られた細胞を 96 穴ガラス底プレートに 1.5 x 104 
cells/well の密度で播種した。1 日後、細胞を 6 時間血清飢餓条件におき EGF 刺激および阻害剤
処理を 15 分間行った。その後、96 穴プレートを倒立型顕微鏡で上記の方法に従って撮影した。
ただし 60 倍油浸対物レンズではなく 20 倍ドライ対物レンズを用いて行った。またプレートの各
ウェルごとに 1 箇所ずつポジションを設定し、FRET 画像および CFP 画像を取得した。 
 
共焦点顕微鏡によるスペクトル計測 
 トランスフェクションから 24 時間後に FRET バイオセンサーを発現する HeLa 細胞を
3-6 時間血清飢餓におき、スペクトルの計測を行った。計測には FV-1000 共焦点イメージングシ
ステム(Olympus)の分光スキャンモードを用い、405 nm の励起光で CFP を励起して取得した。 
 
Eevee バックボーンシステムの数理モデリング 
 蛍光タンパク間の解離定数およびリンカーの長さが 1 分子型 FRET バイオセンサーに与
える影響を調べる目的で、セリン・スレオニンキナーゼ活性を可視化する FRET バイオセンサー
 -12-
に関する数理モデルを構築した (図 7A)。この数理モデルではバイオセンサーが以下の 3 つの状
態をとると仮定した：脱リン酸化・開状態、リン酸化・開状態、およびリン酸化・閉状態。バイ
オセンサーはリン酸化・閉状態をとることで FRET 効率が上昇する。これら 3 つの各分子種の濃
度を[np-open]、[p-open]、[FRET]にてそれぞれ表現する。また各状態間の遷移は以下の常微分方
程式で記述されるリン酸化/脱リン酸化 (kphos/kdephos) および結合/解離 (kclose/kopen) 反応によっ
てなされると仮定する。 
     openpkopennpkopennp
dt
d
dephosphos   
        FRETkopenpkkopennpkopenp
dt
d
openclosedephosphos   
     FRETkopenpkFRET
dt
d
openclose   


















FRET   





FRETFRETe   
となる。続いて、1 分子型 FRET バイオセンサーでの FRET 効率を示す FRET/CFP 比を数理モデル
上でも考慮するため、当研究室で用いている顕微鏡および撮影条件を元に以下の定式化を行った。
まず FRET チャネルからの蛍光強度 (FRETi) には FRET 効率に加えて CFP 蛍光 (CFPi) の FRET
チャネルへのもれこみの成分 (ブリードスルー) が含まれるとした。440 nm の波長で励起した際
 -13-
に生じる YFP 蛍光の成分 (クロスエキサイテーション) はごくわずかで無視できるとした。次に
FRETバイオセンサーの蛍光スペクトル (図 6) よりCFPの明るさはYFPの明るさと同等とした。 
これらにより、CFP チャネルおよび FRET チャネルから検出される蛍光強度 (CFPiおよび FRETi)
は、 
 ei FRETCFP  1  
  eei FRETQEFRETBTFRET  1  
ここで、BT と QE はブリードスルーおよび YFP の量子効率(0<BT<1, 0<QE<1)をそれぞれ示してい
る。以上により、in silico における FRET/CFP 比 は下のように書ける。 






 上モデルを用いて数値計算をするにあたり、kphos, kdephos, kclose および kopen の初期値は全て
1 とした。本研究室の実験条件ではブリードスルー (BT) はおよそ 0.5 である。黄色蛍光タンパク
質の量子効率は全て Venus と同一とし、約 0.6 とした。最後に FRET/CFP 比を Mathematica software  




1 分子型 FRET バイオセンサーの合理的な設計戦略.  
 1 分子型 FRET バイオセンサーの開発を簡便化するために、本研究では種々のシグナル
伝達分子に共通して利用できる FRET バイオセンサーのバックボーンの設計を試みた。本研究で
は 1 分子型 FRET バイオセンサーとして、センサードメインおよびリガンドドメインをリンカー
で結合し、さらに C 末端にドナーとしてシアン色蛍光タンパク質、N 末端にアクセプターとして
黄色蛍光タンパク質を結合させたタンパク (図 2A)、およびそれをコードする DNA コンストラク
ト (図 2C) を開発することとした。 センサードメインはモニターすべきシグナルを認識するこ
とでその構造が変化する部位を指す。構造変化をおこしたセンサードメインがリガンドドメイン
と相互作用することでバイオセンサー全体の立体構造が変化し、結果としてドナーからアクセプ
ターに対する FRET 効率が増加 (場合により減少) する。  
図 2. 1 分子型 FRET バイオセンサーの
共通バックボーン 
(A)1 分子型 FRET バイオセンサーの動
作原理および各ドメインの名称。  
(B)角度依存型(左)および距離依存型
(右)の 1 分子型 FRET バイオセンサー
の動作原理。 




ードする cDNA を交換した。 
(D)1 分子型 FRET バイオセンサーの、






 序論でも述べた通り、1 分子型 FRET バイオセンサーの FRET 効率は主にドナーとアク
セプター間の距離および両者の相対的配向 (角度) に依存する 2。センサードメインおよびリガン
ドドメインの微小な構造変化を検出する、すなわち高感度バイオセンサーを構築するためにはド
ナー・アクセプター間の角度変化を利用する方が、都合がよいと考えられる。実際、これまでに





る状態 (”ON”状態) および結合していない状態 (”OFF”状態) における立体構造が明らかになっ
てないことに起因する。以上をふまえ、本研究では角度依存的な FRET 効率の変化を可能な限り
排除し、距離依存的な FRET 効率の変化のみおこす 1 分子型 FRET バイオセンサーを設計する、
という目標を設定した。この目標達成のためセンサードメインとリガンドドメインの間に柔軟か
つ長いリンカーを導入することとした (図 2B)。 
 続いて FRET バイオセンサーの評価を行うに先立ち、バイオセンサーの性能を規定する
用語を本項にて先に定義することとする。現在の FRET バイオセンサーはほとんどが CFP およ
びYFP変異体をそれぞれFRETドナーおよびアクセプターとして利用しており、本研究でもCFP
と YFP をそれぞれ標準のドナーおよびアクセプターとして記述する。また FRET はレシオメト
リー法により検出されるものとする 1。すなわち細胞を 440 nm の波長で励起し、その際の YFP
チャネル (FRET) の蛍光強度と CFP チャネル (CFP) の蛍光強度の比、すなわち FRET/CFP 比
をもって FRET 効率の程度を示すものとする。続いて、バイオセンサーの”ダイナミックレンジ”
を全てのバイオセンサーが ON 状態の時の FRET/CFP 比と値と全てのバイオセンサーが OFF 状
態のときの FRET/CFP 比の値の差、と定義する (図 2D)。 生理的な条件ではこのダイナミック
レンジは通常は測定できない。刺激前後の目的の分子活性の変化、あるいは濃度変化に対応した
FRET/CFP 比の変化が実際に測定される値となる。ここで、刺激後の FRET/CFP 比と刺激前の
FRET/CFP 比との差分を”ゲイン”と定義し、FRET バイオセンサーの性能評価に用いた。従って、
ある細胞における FRET バイオセンサーのゲインは 2 つのパラメータ‐FRET バイオセンサーの
ダイナミックレンジおよび刺激前に対する刺激後の ON 状態のバイオセンサーの増加分‐に依存
する (図 2D)。最後に FRET バイオセンサーの目的とする刺激への”感度”をゲインの半分の
FRET/CFP を与える刺激濃度 (EC50 値) によって定義する(図 2D)。   
 
FRET ドナー/アクセプターペアの最適化  
 距離依存型の 1 分子型 FRET バイオセンサーを構築するにあたり、はじめにドナー/アク
セプター蛍光タンパク質の最適化を行った。最適化に用いた試験型バイオセンサーとして既存の
PKA 活性センサーである AKAR317 を原型とし、それに改変を加える事で最適化を行った。
AKAR3 は PKA 基質のコンセンサス配列 28 およびリン酸化ペプチド結合ドメインである FHA1
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ドメインを含んでいる (図 3A)。リンカーとして、まず 72 アミノ酸長のポリグリシンから成るリ
ンカーを用いた。これは既存の ERK 活性センサーである EKAR16 にて使用されているリンカー
である。ドナー蛍光タンパクとして、群青色蛍光タンパク(mTFP1)およびシアン色蛍光タンパク 
(CFP) の変異体である、ECFP, Turquoise, CyPet を検討に用いた。さらにアクセプター蛍光タン
パクとして Venus, 円順列変異型 Venus, mCitrine,および YPet といった黄色蛍光タンパク 
(YFP) の変異体を検討に用いた。なお、用いた蛍光タンパクに含まれる変異を方法の章の表 1 に
示している。バイオセンサーのゲインは HeLa 細胞に試験型 PKA バイオセンサーを発現させた
後、発現細胞に膜透過型 cAMP 誘導体である dibutylyl cyclic AMP (dbcAMP) を添加した前後の
FRET/CFP 比をもとに計測した。CFP および YFP 変異体を種々の組み合わせで試したところ、
cp50Venus をアクセプターとして使用した時以外の全ての場合において、FRET/CFP 比は
dbcAMP 刺激により上昇した。それらの中でも ECFP/YPet (図 3B)、および Turquoise-GL/YPet
を用いたバイオセンサーは 20%以上のゲインを示した。一方、CyPet/YPet ペアを用いたバイオ
センサーは細胞内にて切断を受けたため、CyPet/YPet ペアは以降の検討からは除外した。この切
断の分子機構は今のところ不明である (図 4)。次に、ERK 活性センサーである EKAR を用いて
同様の検討を行った。YPet およびサンゴ由来の蛍光タンパクである mTFP13 ペアをアクセプタ
ー/ドナーペアとして用いると、Venus/mTFP1 ペアを用いた場合と比べて FRET/CFP 比の上昇を
示さなかった (図 3B および 3C)。このことから 2 量体を形成しやすい蛍光タンパク質のペアが距
離依存型 FRET バイオセンサーのドナー・アクセプターペアに適することが示唆される (考察の




図 3. 距離依存型 FRET バイオセンサーにおける蛍光タンパクペアの最適化 
(A) 検討に用いた PKA 活性センサーおよび ERK 活性センサーの 1 次構造。N 末端側より
YFP (アクセプター)、リガンドドメイン、72-Gly リンカー、基質配列 (センサードメイン)、
CFP (ドナー)および核外移行シグナル (NES)で構成される。リガンドドメインとセンサード
メインは PKA 活性センサーの場合には FHA1 および PKA 基質、ERK 活性センサーの場合
には WW および ERK 基質を用いた。用いた PKA 基質および ERK 基質の配列は表 2 に示
した。 
(B) 図 A の”YFP”および”CFP”下に示した種々の蛍光タンパクペアを有する PKA 活性セン
サーを HeLa 細胞に発現させ、1 mM dbcAMP で 10 分間刺激した際の FRET/CFP 比のゲイ
ンの平均値。エラーバーは標準偏差を示す (n > 5 細胞)。 
(C) 種々の蛍光タンパクペアを有するERK活性センサーをHeLa細胞に発現させ、10 ng/ml 
EGF で 10 分間刺激した際の FRET/CFP 比のゲインの平均値。エラーバーは標準偏差を示





 当研究室では Ras 活性 FRET バイオセンサーである Raichu-Ras について、センサー内
の Ras の基底状態 (無刺激下) における GTP/GDP 結合比が内在性 Ras のそれと比べて高いこと
を報告している。これは、Raichu-Ras では ON 状態のバイオセンサーの割合が内在性 Ras の
GTP/GDP 結合比から予想される割合と比べて多いことを示唆する 21。この原因としてリガンド
ドメインであるRafRBDがセンサードメインであるGTP結合型Ras (Ras-GTP) に結合すること
で Ras を遮蔽し、Ras GTP 加水分解促進タンパク (RasGAP) のアクセスを阻害している可能性
が考えられる。これを踏まえると、リンカーの長さを長くすることでセンサードメインとリガン
ドドメインとの相互作用を減少させ、FRET バイオセンサーの ON 状態を減少させればバイオセ
ンサーのゲインを高めることが可能と思われた。そこで (SAGG)n リンカー (n = 13-61)20を作製
し、それらを試験型 PKA 活性センサーに導入することでリンカー長さがゲインに与える影響を検
証した。 予想通り、無刺激時における FRET/CFP 比はリンカーの長さに逆比例した (図 5B)。
バイオセンサーの蛍光スペクトルを取得したところ、YFP のピーク (525 nm 付近) と CFP のピ
図 4. YPet/CyPet FRET アクセプター/ドナーペアをもつ PKA 活性 FRET バイオセンサーは
細胞内にて切断を受ける。(A) ECFP/YPet ペアもしくは CyPet/YPet ペアを持つ PKA 活性
FRETバイオセンサーを発現するHeLa細胞をFRET, CFP, およびYFP用のフィルターセッ
トを用いて撮影した結果。FRET/CFP レシオ画像は IMD (intensity modulated display)モー
ドにて表示している。スケールバーは 10 m. YPet/CyPet ペアを含む PKA 活性センサーは
核内において高い YFP 蛍光強度および高い FRET/CFP 比を示している。(B) PKA 活性セン




ーク (475 nm 付近) のピーク比がリンカーの長さによって減少していることから、長いリンカー
を用いると無刺激状態で FRET が起きにくくなっていることが明らかとなった (図 6)。dbcAMP
刺激時における FRET バイオセンサーのゲインはリンカー長さに応じて上昇したが、これは
dbcAMP 無添加時における FRET/CFP 比の減少によるものと考えられた (図 5C)。  
 ここで観察された刺激前状態におけるFRET/CFP比の減少を説明するにあたり2つの可
能性が考えられる。1 つ目は、ロングリンカーが OFF 状態における CFP と YFP の距離を増加さ




量することを試みた。そのためにリン酸化アミノ酸キレーターである Phos-tag25 を含む SDS ポ
リアクリルアミドゲルを用いたウェスタンブロット解析を行った (図 5D)。52, 84, 116 aa リンカ
ーに対して実験を行った結果、116 aa リンカーは他のリンカーよりも基底状態におけるリン酸化
レベルを減少させた。dbcAMP 添加時におけるリン酸化レベルの減少は基底状態における減少分
と比べ少なかったため、dbcAMP 有無におけるバイオセンサーのリン酸化レベルの差分が 116aa 
リンカーで大きくなった。その結果として 116 aa リンカーを用いた場合のゲインが短いリンカ
ーを用いた場合よりも大きくなったと結論づけた (図 5D)。リン酸化状態のバイオセンサーはセ
リン・スレオニンホスファターゼ阻害剤である Calyculin A の添加により 3 種類のバイオセンサ
ー間でほぼ同一となった。以上の結果よりロングリンカーは FRET バイオセンサーの基底状態に
おける ON 状態の割合を減少させることでゲインを上昇させることが示された (図 5D)。 
 以上の検討により、我々はロングリンカーを適用すること、加えて距離依存型 FRET バ
イオセンサーに最適な蛍光タンパク質ペアを適用した 1 分子型 FRET バイオセンサーの共通バッ
クボーンの候補を作製した。 本研究では得られたバックボーンシステムをその効果に基づき、
“Extension for enhanced visualization by evading extra-FRET (Eevee)”と命名した。さらに得
られたロングリンカー (群) を EV リンカー (群) と命名した。なお、バイオセンサーのゲインは
116 aa にておよそ頂点に達したと判断し(図 5C)、以降の検討では 116 aa リンカーを用いること
にした。
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図 5.ロングリンカーが FRET バイオセンサーのゲインに与える影響  
(A)YPet と ECFP および長さの異なるリンカーからなる PKA 活性センサーの模式図。(B) PKA
活性センサーのリンカー長さ変異体を HeLa 細胞に発現させ、基底状態における FRET/CFP
比を計測した結果。各点は個々の細胞が示す FRET/CFP 比と対応する(n > 5)。水平のバーで
平均値を示す。(C)(A)の PKA 活性センサーを発現する HeLa 細胞を 1 mM dbcAMP で 10 分
間刺激した後のFRET/CFP比のゲインを示す。エラーバーは標準偏差を示す(n > 5)。(D)52, 84, 
および 116 aa リンカーを有する PKA 活性センサーを HeLa 細胞に発現させ、1 mM dbcAMP
もしくは 1 mM dbcAMP と 50 nM Calyculin A にて 10 分間刺激した。細胞溶解液を Phos-tag
含有 SDS-PAGE ゲルで展開、抗 GFP 抗体および蛍光標識 2 次抗体を用いたウェスタンブロッ
トで解析した結果。リン酸化された分子種(p)および脱リン酸化された分子種(np)の位置をブロ
ットの右横に示す。各バンドの蛍光強度を定量した結果をブロット下部の棒グラフにて示す。





 作製した Eevee バックボーンの動作原理を考察するために、距離依存型の 1 分子型
FRET バイオセンサーに関する数理モデルを構築し、シミュレーションを行った。本数理モデル
では Eevee バックボーンにセンサードメインとして Ser/Thr キナーゼの基質、リガンドドメイン
としてリン酸化ペプチド結合ドメイン (PBD) を用いた FRET バイオセンサーについて、非リン
酸化・開状態 [np-open], リン酸化・開状態 [p-open], およびリン酸化・閉状態 [FRET]の 3 つの
状態を仮定した (図 7A)。 この 3 つの状態が定常状態では平衡に達すると仮定し、FRET/CFP 比
を下記の式で表した (詳細は方法の章を参照)。 






ここで、kphos, kdephos, kclose, および kopen はリン酸化速度、脱リン酸化速度、プローブの開状態
への遷移速度、およびプローブの閉状態への遷移速度をそれぞれ表す (図 7A)。BT はドナータン
パク質蛍光のアクセプター蛍光チャンネルへのもれこみ (ブリードスルー) を表し、QE はアクセ
プタータンパク質の量子効率を表す。 kphos はキナーゼ活性の上昇により、具体的には細胞に
dbcAMP や EGF 刺激を行うことにより増加するとした。続いてロングリンカーと蛍光タンパク
間の 2 量体化効果がバイオセンサーのゲインに与える影響を検証するために図 3 および図 5 の結
果を踏まえて、次の 2 つの仮定をおいた。1 つ目は、リンカーの長さを増やすことで kdephos が増
図6. PKA活性センサーの蛍光スペクトル 







結果基底状態の FRET/CFP 比を減少させる、という仮定である。2 つ目は CFP および YFP 間の
ヘテロ 2 量体化の形成により kclose が増加し、その結果閉状態の FRET バイオセンサーの割合が
増加するこという仮定である。 
 まずシミュレーション上にて kdephos と kclose の一方を固定し、もう一方を変化させるこ
とでロングリンカーによる脱リン酸化反応の促進と蛍光タンパク質の 2 量体化による閉化反応の
促進が FRET バイオセンサーの FRET/CFP 比を上昇させうるか検討した。その結果、リンカー
長の増大すなわち kdephosの増加により、グラフは右へシフトし、刺激 (kphos) に対する”感度”は低
下することがわかった (図 2D および 図 7B)。一方、蛍光タンパク質間の 2 量体化効果 (kclose) が
増加すると、グラフは、Y 軸方向に拡大するので、FRET/CFP 比の”ダイナミックレンジ”が増加
することが分かった (図 2D および 図 7C)。最後に kdephos と kclose の 2 変数を同時に変化させ
た際のゲインの変化を計算した。すなわち刺激存在下 (kphos = 1.0) の FRET/CFP を刺激非存在
下 (kphos = 0.1) の FRET/CFP で除算した値 (ゲイン) がどのような挙動を示すか検討した。
kdephosおよび kclose を様々に変化させて得たゲインをヒートマップで可視化したところ、ゲインは





なわち Venus/ECFP もしくは YPet/ECFP をドナー・アクセプターとする、さまざまな長さのリ
ンカーを含む PKA 活性センサーを構築し、それらの PKA 活性化時におけるゲインを比較した。
すると Venus/ECFP 蛍光タンパク質ペアを用いた際にはリンカー長さが 84 aa の時にゲインが極
大値をとった。これに対し、Venus/ECFP よりも 2 量体化しやすい蛍光タンパク質ペアである
YPet/ECFP を用いた場合では、本実験で用いた範囲内ではリンカーは長いほどゲインが大きくな
った (図 7E)。以上の結果は本研究で構築した 1 分子型 FRET バイオセンサーに関する数理モデ
ルが実際のバイオセンサーの挙動を少なくとも図 7E で検討した範囲内ではよく説明しているこ
とを意味している。同時に Eevee バックボーンは距離依存型の 1 分子型 FRET バイオセンサーを
合理的に設計する上で必要な要件をよく満たしていることも示している。
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図 7. Eevee バックボーンシステムの数理検証 (A)セリン・スレオニンキナーゼ活性を可視化す




する FRET/CFP 比の応答曲線を右に示す蛍光タンパク質間の 2 量体化の強度(kclose)ごとにシ
ミュレーションした結果。(D)FRET バイオセンサーのゲイン、すなわち基底状態(kphos = 0.1)
における FRET/CFP 比に対する刺激存在下(kphos = 1.0)における FRET/CFP 比の相対値を
kdephos と kclose の両変数を動かしながらシミュレーションした結果。右上の挿入図は kclose = 
0.3(青)および kclose = 10(赤)に固定した際のリンカー長さ(kdephos)に対するゲインを示す。青線
および赤線は(D)本図の青点線および赤点線にそれぞれ対応する。青線ではゲインの極大値が
存在している。(E)リンカー長さおよび蛍光タンパク質の組をそれぞれ変えた PKA 活性センサ
ーのゲイン。YPet/ECFP を含むセンサーのデータは図 5C のそれと同一である。Venus/ECFP
ペアを用いた際はゲインの上昇に極大値が存在し、数理検証の結果と合致する。 
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Eevee バックボーンに基づくキナーゼ活性 FRET バイオセンサーの構築  
 作製した Eevee バックボーンを用いることで、種々のシグナル伝達分子に対する 1 分子
型 FRET バイオセンサーが実際に構築できるかどうかを検討するため、本バックボーンを既報の
キナーゼ活性 FRET バイオセンサーに適用し、既報型との比較を行った。ここでは PKA 活性セ
ンサーである AKAR317、ERK 活性センサーである EKAR16、および JNK 活性センサーである
JNKAR119を検討に用いた。各バイオセンサーで用いられている基質を Eevee バックボーンに導
入し、得られた新型の PKA, ERK, JNK の活性センサーをそれぞれ AKAR3EV, EKAREV, 
JNKAR1EV と命名した。続いてこれら FRET バイオセンサーを HeLa 細胞に発現させ、図 8 に
示した刺激を加えてタイムラプス FRET イメージングを行った。AKAR3EV のゲインはオリジナ
ルの AKAR3 と比較して約 6 倍の向上が見られた (図 8A)。 同様に EKAREV と JNKAR1EV の
ゲインはそれぞれのオリジナルのバイオセンサーと比べて 4 倍、および 10 倍の向上がみられた 
(図 8B,C)。 また EKAREV に用いた基質配列、PDVPRTPVDKAKLSFQFP は FHA1 ドメイン
との結合に必要なT.X.X.D (X:任意のアミノ酸) およびWWドメインとの結合に必要なS/T.Pの配
列を有している。WW ドメインを FHA1 ドメインに交換したところ、EKAREV の EGF 刺激時
におけるゲインは同程度であった (データ無し)。このことから WW, FHA1 の両方がリン酸化ペ
プチド結合ドメインとして利用可能であることが示唆される。  
 加えて Eevee バックボーンは EGFR および Abl の活性センサーである Picchu29にも適
用可能であった。EV リンカーを持つ Picchu においては、リガンドドメインとしてヒト CrkII の
SH2-SH3 領域を用い、センサードメインとしてヒト CrkII の一部 (アミノ残基 217-225) を用い
た。作製した PicchuEV は EGF 刺激下の HeLa 細胞にて従来型 Picchu と比べて 2 倍大きいゲイ
ンを示した (図 8D)。さらに PicchuEV と Picchu では FRET/CFP 比の経時変化にほとんど違い





図 8. Eevee バックボーンを用いた FRET バイオセンサーの改良 
各パネルの上側に Eevee バックボーンに基づく新型バイオセンサーの構造を示している。基質
配列の赤文字はリン酸化を受けるサイト、青文字は FHA1 もしくは WW ドメインとの結合を促
進するために導入した 1 アミノ酸置換、緑文字はキナーゼとのドッキングドメインをそれぞれ
示している。(A) AKAR3EV、AKAR3 または AKAR4 を発現する HeLa 細胞を 1 mM dbcAMP
で刺激し FRET/CFP 比の経時変化をプロットした。各細胞の FRET/CFP 比は刺激前の
FRET/CFP 比により正規化した。少なくとも 10 細胞から FRET/CFP 比を定量し、その平均値
および標準偏差を時間に対してプロットしている。(B) EKAREV または EKAR を発現する
HeLa 細胞を 10 ng/ml EGF にて刺激した結果。(C) JNKAR1EV または JNKAR1 を発現する
HeLa 細胞を 1 g/ml Anisomycin にて刺激した結果。(D)EGFR/Abl 活性センサーである
PicchuEV または Picchu を発現する HeLa 細胞を 25 ng/ml EGF にて刺激した結果。 
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Eevee バックボーンに基づく低分子量 G タンパク質の FRET バイオセンサー 
 キナーゼに続き、低分子量 G タンパク質の FRET バイオセンサーに対しても Eevee バ
ックボーンが適用可能か検討した。当研究室にて以前作製した Ras と Rac1 のバイオセンサーで
ある Raichu-Ras21および Raichu-Rac122について Eevee バックボーンを適用することで
RaichuEV-Ras および RaichuEV-Rac1 を構築した。EGF 刺激下における Cos-7 細胞でのゲイン
を比較したところ、RaichuEV-Ras および RaichuEV-Rac1 はそれぞれの従来型と比較して 2 倍、
および3倍のゲインの向上を示した (図9BおよびE)。 またAKAR3EVの場合と同様に (図5C)、
Raichu-Rasの基底状態におけるFRET/CFP比はEVリンカーの導入により減少した (図9C)。 同
様に RaichuEV-Rac1 の基底状態における FRET/CFP 比も従来型の Raichu-Rac1 と比べて大き
く減少した (図 9F)。加えて、RaichuEV または Raichu を発現する Cos-7 細胞を 32P 正リン酸に
より代謝標識し、Raichu に結合している GTP および GDP の存在比を定量したところ、
RaichuEV-RasおよびRaichuEV-Rac1の両方が従来型よりも低いGTP結合比を示した (図10)。
このことから、EV リンカーによる Raichu のゲイン上昇は AKAR3EV の場合同様、EV リンカー
によって Raichu 内の低分子量 G タンパク質への GAP のアクセスが高まり、基底状態における





図 9. Eevee バックボーンに基づく低分子量 G タンパク質の FRET バイオセンサー 
Eeveeバックボーンを用いたFRETバイオセンサーであるRaichuEVの構造を(A)図および(D)
図の上側に示す。RafRBD および PAK CRIB ドメインはそれぞれ Raf1 の Ras 結合ドメイン
および Cdc42/Rac-相互作用結合ドメイン(Cdc42/Rac- interactive binding domain)を表す。
RaichuEV もしくは従来型を発現する Cos-7 細胞を 50 ng/ml EGF で刺激しタイムラプス
FRET イメージングを行った。代表的な FRET/CFP 比画像を IMD モードにて示す。スケール
バーは 10 m。(B, E)個々の細胞の FRET/CFP 比を刺激前の値で正規化したもの。少なくとも
10細胞の平均値および標準偏差を時間に対してプロットした。(C, F) RaichuEVおよびRaichu











図 10. EV リンカーによる Raichu バイ
オセンサーの GTP 結合比の減少 
Raichu または RaichuEV を Cos-7 細胞
に発現させたのち、32Pi により標識し












Eevee バックボーンを用いた新規 FRET バイオセンサーの簡便な開発  
 次に Eevee バックボーンを用いて RSK, S6K, Akt, および PKC に対する新型のセリン・
スレオニンキナーゼ活性センサーの作製を試みた (図 11 および図 12)。これらの作製にあたり、
目的キナーゼに特異的で、かつリン酸化ペプチド結合ドメインと結合し得る基質配列を既報およ
びデータベース内の検索により選別した。具体的には TSC2 の Ser179830 および Rictor の
Thr113531を Eevee-RSK および Eevee-S6K の基質ペプチドとしてそれぞれ採用した。これらの
FRET バイオセンサーを発現する HeLa 細胞を EGF にて刺激し、RSK 活性センサーの場合は 10
分後に RSK 阻害剤である BI-D1870 を、S6K 活性センサーの場合は 30 分後に S6K 上流のキナ
ーゼである mTORC1 の阻害剤である Rapamycin を添加した (図 11A-F)。EGF 刺激により、RSK
活性センサーおよび S6K 活性センサーは刺激依存的な FRET/CFP 比の上昇を示した。 また阻害
剤添加による FRET/CFP 比の減少も観察された。この結果により、Eevee バックボーンが FRET
バイオセンサー開発の迅速かつ容易な手法を提供しうることが示された。 
同様にして、既報の Akt リン酸化コンセンサス配列 32,33を Eevee バックボーンへ導入す
ることで Akt 活性センサーを構築し、MARCKS の Ser159 を含む配列を用いて PKC 活性センサ
ーを作製した。刺激依存的な FRET 効率の変化がみられるか検討したところ、Akt 活性センサー
のゲインは EGF 刺激下の Cos-7 細胞で 8%、PKC 活性センサーのゲインは TPA 刺激下の HeLa
細胞で 3%であった (図 12E および N)。特に PKC 活性センサーのゲインは他の Eevee 型センサ
ーのゲインと比較して低い値であった。ゲインが低い理由として、バイオセンサー内の基質が受
けるリン酸化量が少ないことが考えられた。そこで基質のリン酸化レベルを増加させることでゲ
インを高めることを考え、Akt 活性センサーの場合はバイオセンサーN 末端にヒト Akt1 の PH
ドメインを導入した (図 12A)。PH ドメインはホスファチジルイノシトール (3,4,5)-三リン酸 
(PIP3) と結合する性質があり、これを利用してバイオセンサーを Akt 近傍に移行させるシグナル
として用いた。この AktPH ドメインを結合した Akt 活性センサー (以下 Eevee-Akt と記す) を
Cos-7 細胞に発現させ EGF 刺激を行ったところ、予想通り形質膜近傍にて FRET/CFP 比の上昇
を示した (図 12C)。同様にして PKC 活性センサーの N 末端にヒト PKCの C1 ドメインを結合
することで Eevee-PKC を作製した (図 12J)。 C1 ドメインはジアシルグリセロール (DAG) と
結合するため、形質膜移行シグナルとして利用している。Eevee-Akt の場合同様に、Eevee-PKC
を HeLa 細胞に発現させ TPA 刺激を行ったところ、形質膜近傍にて急速かつ有意な FRET/CFP
比の上昇が観察された (図 12K)。しかしながら、リン酸化をうけるスレオニンをアラニンに置換
した TA 変異型の Eevee-Akt および Eevee-PKC でも刺激依存的な FRET/CFP 比の上昇が観察さ
れた (図 12B,K,S および T)。このことは Eevee-Akt および Eeee-PKC ではゲインへのリン酸化
非依存的な効果による影響が無視できないほど大きいことを意味している。同時に AktPH ドメ
インや C1 ドメインによるバイオセンサーの形質膜移行は基質のリン酸化量を増大させる目的に
は不十分であることも同時に意味する。ただし、Eevee-PKC にてバイオセンサーを K-Ras C 末










図 11. Eevee バックボーンに基づく新規 RSK FRET バイオセンサーおよび S6K FRET バイオ
センサー  
(A および D) RSK 活性モニター、Eevee-RSK および S6K 活性モニター、Eevee-S6K の 1 次
構造。赤文字はリン酸化をうけるサイト、青文字は FHA1 ドメインとの結合を促進するための
アミノ酸1置換を示す。 (BおよびE) Eevee-RSKを発現するHeLa細胞(B)、およびEevee-S6K 
(E)を発現する HeLa 細胞をそれぞれ 10 ng/ml EGF で刺激し、タイムラプス FRET イメージ
ングを行った結果。さらに 10 M BI-D1870 (B)または 100 nM Rapamycin (E)を刺激以降に
図中に示す時点にて添加した。各細胞の FRET/CFP 比を刺激前の FRET/CFP 比の平均値にて
正規化し、少なくとも 10 細胞を解析した平均値および標準偏差を経時変化と共に示す。(C お
よび F) 代表的な FRET/CFP レシオ画像。IMD モードにて FRET/CFP 比および蛍光強度を示
している。スケールバーは 10 m を示す。 
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図 12. Eevee バックボーンに基づく新規 Akt FRET バイオセンサーおよび PKC FRET バイオ
センサー  
(A, D および G) Akt 活性センサー、Eevee-Akt の変異体および (J, M および P) PKC 活性セン
サー、Eevee-PKC 変異体の 1 次構造。赤文字はリン酸化をうけるサイト、青文字は FHA1 ド
メインとの結合を促進するためのアミノ酸 1 置換を示す。 (B,E および H) Eevee-Akt, 
Eevee-Akt-cyt および Eevee-Akt-pm を発現する Cos-7 細胞をそれぞれ 50 ng/ml EGF で刺激
し、タイムラプス FRET イメージングを行った結果。 (K,N および Q) Eevee-PKC, 
Eevee-PKC-cytおよびEevee-PKC-pmを発現するHeLa細胞をそれぞれ 1 M TPAで刺激し、
タイムラプス FRET イメージングを行った結果。各細胞の FRET/CFP 比を刺激前の
FRET/CFP 比の平均値にて正規化している。また 10 細胞以上からの正規化 FRET/CFP 比の
平均を実線で、標準偏差をエラーバーで示している。青線はリン酸化されるスレオニンをアラ
ニンに置換した変異体を示す。（C,F,I,L,O および R）代表的な FRET/CFP レシオ画像。IMD
モードにて FRET/CFP 比および蛍光強度を示している。スケールバーは 10 m を示す。 
(次ページに続く) 
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(図 12 注釈 続き) (S および T) Eevee-Akt 変異体の EGF 刺激時におけるゲインの比較 (S) およ













 Eevee バックボーンにより得られた FRET バイオセンサーの有用性を示すため、本研究
では最後に FRET バイオセンサーを利用した、Ser/Thr キナーゼ阻害剤の高効率・定量的な生細
胞アッセイ系の開発を試みた。まず ERK 活性 FRET バイオセンサーEKAREV を安定発現する
HeLa 細胞の樹立を行った。当研究室では以前にレトロウィルス/レンチウィルスを利用した遺伝
子導入法、および線形化したプラスミド DNA のトランスフェクションによる 1 分子型 FRET バ
イオセンサーの安定発現株樹立を試みたがいずれも失敗であった。これはレトロウィルスゲノム
が DNA に逆転写される際に YFP 遺伝子と CFP 遺伝子間で組み換えが起きる事に起因すると考
えられた (データ無し)。 一方、当研究室では piggyBac トランスポゾンシステムを利用すること
で 1 分子型 FRET バイオセンサーを培養細胞に安定発現可能であることを見いだした 15。 そこ
でこの方法を用いて HeLa 細胞に ERK 活性 FRET バイオセンサー、EKAREV の遺伝子導入を
行った。続いて単一細胞由来の EKAREV 安定発現株を取得し、それを 96 穴ガラス底プレートに
播種した。その後、細胞を EGF 刺激およびキナーゼ阻害剤にて処理した (図 13A)。薬剤添加後
のプレートについて FRET イメージングを行ったところ、EGFR 阻害剤および MEK 阻害剤処理
によって容量依存的な FRET/CFP 比の減少、すなわち ERK 活性の減少が観察された (図 13B,C
および図 14)。これら阻害剤の FRET/CFP 比に対する IC50 値をフィッティングにより求めたと
ころ、MEK 阻害剤、PD184352 の IC50 値は 0.83 M であった。この結果は in vitro kinase assay
により測定された結果とほぼ同等であった 34。 EGFR 阻害剤は EGF 依存的な EKAREV の
FRET/CFP 比の上昇を完全に抑制したが、MEK 阻害剤は 10 M でも部分的にしか抑制しなかっ
た (図 13C,D および E)。EGF 依存的かつ MEK1/2 非依存的な経路の寄与、例えば ERK5 による
EKAREV のリン酸化および EGF による脱リン酸化酵素の不活性化が原因として考えられるが、
詳細は不明である。興味深いことに、EGFR 阻害剤である AG1478 および PD153035 を中濃度で
加えると ERK 活性は二峰性の分布を示した。これは EGFR 阻害剤が ERK を全か無かの様式で
阻害することを示唆している。一方、MEK 阻害剤である PD184352 を中濃度で加えた場合には
ERK 活性は単峰性の分布を示した。このことは MEK 阻害剤が ERK 活性を段階的に抑制するこ











て加える。15 分後 FRET 画像を取得、
定量解析を行った。(B) EKAREV-nls 
を安定発現する HeLa 細胞に 25 
ng/ml EGF および図中白文字に示し
た 濃 度 で EGFR 阻 害 剤 で あ る



















EKAREV-nls を安定発現するHeLa細胞を25 ng/ml EGF処理または無処理に加えてキナーゼ
阻害剤を同時に加えた後に方法の章に記載した手法にて撮影を行った。用いたキナーゼ阻害剤
の名称および標的キナーゼは以下の通り：AG1478 (EGFR阻害剤), PD153035 (EGFR阻害剤), 
PLX-4720 (Raf阻害剤), PD184352 (MEK阻害剤), LY294002 (PI3K阻害剤), BI-D1870 (RSK
阻害剤), および JNK inhibitorVIII (JNK阻害剤). スケールバーは50 mを示す。白線で囲ま
れた小区画内の輝点はEKAREV-nlsを発現する細胞の核である。 
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図 15. 単一細胞レベルにおいてキナーゼ阻害剤が ERK 活性の分布に与える影響 
25 ng/ml EGF および図中に示した濃度の阻害剤で処理した細胞の FRET/CFP 比を定量し、
ヒストグラムにて表示したもの(n > 80 細胞)。特に、EGFR 阻害剤である AG1478 および
PD153035(図 13D)は ERK 活性に対して二峰性の応答を示している。その一方で、MEK 阻害
剤である PD184352 は単峰性の段階的応答を示す。加えて、BI-D1870 は EGF 無しでも ERK




 本研究では高感度 FRET バイオセンサーの開発を支援する共通バックボーンを作製した。
まず柔軟かつ長いリンカーおよび最適化した蛍光タンパクペアが相乗的に FRET バイオセンサー
のゲインを高めることを見いだし、ゲインを最適化するリンカー長さおよび蛍光タンパクペアを
もつバックボーン、Eevee を作製した。Eevee バックボーンは PKA, ERK, JNK, EGFR/Abl, Ras, 
および Rac1 に対する既存の FRET バイオセンサーの改良に有効であり (図 8 および図 9)、さら
にRSK, S6K, Akt および PKC  (図 11および図 12) に対する新規FRETバイオセンサーの開発
にも有用であることを示した。 
Eevee バックボーン開発における特筆すべき技術的進展は、柔軟な長いリンカーである
EV リンカーの開発、およびこれを用いることで角度依存性のほとんど無い 1 分子型 FRET バイ
オセンサーを構築できた点である。これまでに円順列変異型蛍光タンパクがカルシウムイオン濃
度および PKA 活性 FRET バイオセンサーの改良に有効であることが示されているが 5,17、これら
の結果は 1 分子型 FRET バイオセンサーではドナー・アクセプター蛍光タンパクの配向がゲイン
を増大させる上で極めて重要であることを示唆している。同様に、このような”角度依存型”FRET
バイオセンサーではFRET効率が蛍光タンパクC末端への 1ないし数アミノ酸の挿入あるいは欠
失により劇的に影響されるという報告がなされている 35,36。 しかしながら、角度依存型 FRET
バイオセンサーを新規に開発する際に、適切な蛍光タンパク質の角度を予測することは少なくと
も今は技術的に困難である 10,33,37。 これらを踏まえ、本研究では”距離依存型”FRET バイオセン
サーの共通バックボーンを作製することとした。 本研究で作製した Eevee 型バイオセンサーに
おける FRET 効率の変化がほぼ完全に距離依存的であることは以下の理由により支持される：(1) 
Eevee バックボーンを適用した全ての FRET バイオセンサーはそれらの ON 状態において FRET
効率が上昇する。(2) 基底状態における FRET 効率はリンカーの長さに逆比例する (図 5B)。(3) 
Venus の円順列変異体を用いてもゲインが向上しない (図 3B)。  
1 分子型 FRET バイオセンサーの開発ではその多くの場合において、基底状態における高
い FRET 効率が観察され、しばしばバイオセンサー開発の障害となり得る。2 つの可能性が原因
として考えられる。1 つ目はドナー蛍光タンパクとアクセプター蛍光タンパク間の距離が近すぎ
るために基底状態で相当量の FRET が起きている可能性である。2 つ目の可能性としては、リガ
ンドドメインがセンサードメインに結合することで、脱リン酸化酵素や GAP といった制御因子か
らセンサードメインを遮蔽してしまい、結果 ON 状態(閉状態)の画分が増加することである。実
際、低分子量 G タンパク質 RhoA のバイオセンサー、Raichu-RhoA では基底状態における






えば、佐藤らによって報告された“flip-flop”リンカーは 2 つの頑強な α-へリックスリンカーを 2
残基のグリシンにて連結した構造からなる 39。また、Grashoff らによって作製された“伸縮性”リ




本研究では ECFP/YPet および Turquoise-GL/YPet の 2 種類の蛍光タンパクペアが距離
依存型の 1 分子型 FRET バイオセンサーに適することを示した 41。野生型のオワンクラゲ 
(Aequorea) 蛍光タンパクは高濃度にて同属のオワンクラゲ蛍光タンパクと 2 量体を形成し、その
解離定数 (Kd) は 110 M である 42。最近、小寺らによってオワンクラゲ蛍光タンパクペアが有
す可逆的な 2量体化が数種類の 1分子型FRETバイオセンサーのFRET効率を上昇させることが
示された 43。YPet をアクセプターとして用いた時の FRET ゲインの増加はこの同属蛍光タンパ
ク間で 2 量体化をおこす性質に起因すると考えられる 23。またこの報告にも合致するが、本研究
にて YPet はサンゴの 1 種であるウミヅタ (Clavularia) 由来蛍光タンパクである TFP3とペアに
した場合に FRET 効率を上昇させなかったこともこの主張を支持している (図 3C)。 
Eevee バックボーンを用いてセリン・スレオニンキナーゼ FRET バイオセンサーを開発
する際には、標的となるセリン・スレオニンキナーゼに効率よく、かつ特異的にリン酸化される
基質を探索する必要がある。本研究では S6K 活性センサーの開発にあたり、S6K の基質として知
られている 2 種類の配列、S6 の S240 および Rictor の T1135 をバイオセンサーの基質候補とし
て選んだ 31,44。興味深いことに、Rictor 由来の基質を用いた FRET バイオセンサーは EGF によ
る FRET/CFP 比の上昇、および Rapamycin 依存的な FRET/CFP 比の減少を示した (図 11D,E
および F)。一方で、S6 由来の基質を用いたバイオセンサーは基質のリン酸化が不十分なために












例として挙げられる (図 12Q)。2 つ目は、EKAREV や JNKAR1EV に代表されるように、標的
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となるキナーゼと基質との結合を促進させるタンパク質モチーフを導入することである 16,19 (図
8B および C)。 3 つ目は FHA1 ドメインや WW ドメインに変異を導入することでリン酸化ペプ
チドとの親和性を高め、リガンドドメインによる遮蔽効果を高める方法である。レチノイン酸の
濃度を検出する 1 分子型 FRET バイオセンサーにおいて、レチノイン酸結合ドメインに 2 箇所ア
ミノ酸変異を導入することにより、レチノイン酸に対する親和性を変化させた例が報告されてい
る 46。 
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